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МЕТАНОПРОДУКЦІЯ МЕЗОФІЛЬНИХ БАКТЕРІАЛЬНИХ УГРУПОВАНЬ, ВИДІЛЕНИХ                    
ІЗ ВІДХОДІВ ТВАРИННИЦЬКИХ КОМПЛЕКСІВ 
Background. The perspective substrates for elaboration of biopreparations in biogas technologies were considered. 
Objective. The aim of the study is selection from farm wastes (pig manure, chicken excrements and fermented farm 
wastes) storage cultures of mesophilous bacteria communities, comparative analysis of methane producing, selection 
and identification of methane-producing bacteria cultures. 
Methods. Bacteria cultures were grown in anaerobic conditions on liquid and solid Zhylina nutrient media with                 
addition of sodium acetate under temperature +33 ± 2 C. Content of gaseous metabolites was estimated by using gas 
chromatograph LHM-8MD. Culture patterns were taken in argon flow, were fixed, Gram stained and viewed in light 
microscope. 
Results. All selected storage cultures efficiently produced methane, about 10—15 vol. % of methane has been                  
accumulated in bottles since the 12th day of cultivation. Сultures selected from fermented wastes had high yields of 
methane emission is about 28 vol. %. Cultures of methane-producing bacteria were received by passages on liquid and 
solid nutrient media with addition of amoxicillin. Bacteria of Methanosarcina and Methanosaeta genus were identified. 
Conclutions. Obtained cultures are perspective ones for elaboration of bacterial preparations and their further using in 
biogas technologies. 
Кeywords: anaerobic mesophilous bacteria communities; methane-producing bacteria; Methanosarcina; Methanosaeta. 
Вступ 
Відходи тваринництва спричиняють знач-
не навантаження на навколишнє природне се-
редовище. Їх утилізація має забезпечити вико-
нання таких умов: зниження емісії небезпечних 
газів (метану, сірководню тощо), в т.ч. нейтра-
лізацію неприємних запахів, запобігання зара-
женню тварин і людей збудниками інфекцій-
них хвороб, попередження забруднення ґрунтів 
і природних вод. На користь широкого впровад-
ження біогазових технологій додатково свід-
чить їх економічна рентабельність за рахунок 
одержання енергоносія біогазу, якісних добрив 
з високим вмістом доступних для рослин форм 
нітрогену і одержання вітаміну В12, який вико-ристовують у тваринництві [1, 2]. На сьогодні 
бioгазові технології набули поширення не тіль-
ки в агропромисловому комплексі та на стан-
ціях очистки стічних вод: їх застосовують також 
для утилізації відходів харчової промисловос-       
ті [3], різноманітних ресурсів біомаси, таких як 
силос [1], водорості [4, 5] тощо. Сучасні науко-
ві розробки в галузі проводять за такими напря-
мами: впровадження технологічних ліній зброд-
жування полікомпонентних субстратів на осно-
ві сільськогосподарських, лісогосподарських та 
промислових відходів; модернізація обладнання 
для підготовки субстрату, зброджування та сис-
тем когенерації; розробка мікробних і фермент-
них препаратів.  
Постановка задачі 
Метою роботи є одержання накопичуваль-
них бактеріальних культур із відходів тварин-
ницьких комплексів та ферментованих відхо-
дів, аналіз газоподібних метаболітів мікробних 
асоціацій і оцінка їх продуктивності за емісією 
метану, виділення та ідентифікація культур ме-
таногенних бактерій. 
Матеріали і методи дослідження 
Вихідний матеріал і загальні умови культи-
вування. Об’єктами дослідження були мезофіль-
ні анаеробні бактеріальні угруповання, виділені 
з таких субстратів: гноївка свиноферми (Чер-
каська обл.), курячий послід (відходи агрокомп-
лексу, Дніпропетровська обл.), переброджений 
залишок із лабораторних метантенків (НТУУ 
“КПІ”, м. Київ). Бактеріальні угруповання ви-
рощували на рідкому та щільному живильних 
середовищах відповідно до вимог стандартних 
методик [2, 6, 7]. Культивування проводили в 
анаеробних умовах з контролем показників окис-
но-відновного потенціалу середовища, недопу-
щенням розвитку сульфатредукуючих бактерій і 
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постійним відбором проб газоподібних метабо-
літів. Склад газоподібних метаболітів аналізува-
ли на газовому хроматографі ЛХМ-8МД (газ-
носій — аргон, швидкість протоку — 30 мл/хв, 
детектор — катарометр, 80 мА). Статистичну 
обробку результатів (оцінку похибок вимірю-
вань) проводили з використанням критерію 
Стьюдента. 
Вирощування накопичувальних культур. Куль-
тивування проводили в скляних флаконах  
об’ємом 250 мл, щільно закритих гумовими кор-
ками і зафіксованих затискачами. Як живиль-
не середовище використали модифіковане сере-
довище Жиліної (в 1 л дистильованої води роз-
чиняли 1 г KH2PO4, 1 г NH4Cl, 0,1 г MgCl26H2O, 
0,3 г CaCl22H2O, NaHCO3 — 1 г), до якого до-
давали відновник 0,5 г Na2S9H2O та фактор 
росту (0,1 г дріжджового екстракту). Як джере-
ло карбону в культуральне середовище вносили 
розчин ацетату натрію (2,5 г СН3СOONa на 1 л середовища). Як індикатор анаеробних умов 
був використаний 0,1 %-ний лужний розчин 
резазуринату натрію, що має два варіанти змі-
ни кольору залежно від редокс-потенціалу се-
редовища (за Eh   100 мВ забарвлюється в  
червоний колір, а за нижчих значень є безбарв-
ним). Живильне середовище після додавання 
резазурину продували аргоном з метою вида-
лення залишків кисню, герметично закривали 
та стерилізували в автоклаві за 1,5 атм. Роз-
чини відновника (Na2S9H2O) та дріжджового 
екстракту готували окремо, розчин відновника 
автоклавували за 1,5 атм, а розчин дріжджового 
екстракту — за 0,5 атм. До стерильного флако-
ну із середовищем спочатку вносили ростовий 
фактор, а потім розчин сульфіду, вирівнюючи 
значення редокс-потенціалу до необхідного. За-
сів культур проводили за допомогою стерильного 
шприца, у флакони вводили по 5 мл інокуляту 
(розведеного дистильованою водою субстрату). 
Дослід закладали в п’яти повторах.  
Флакони з накопичувальними культура-   
ми утримували в термостаті за температури  
+33 ± 2 C протягом 18 діб. Проби газової фази 
відбирали кожні три доби (по 2 проби газу з 
кожного флакона). Ріст мікробної біомаси в 
розчині визначали кожні дві доби за оптичною 
густиною культуральної суспензії, встановле-
ною на фотоколориметрі КФК-2МП за довжи-
ни хвилі  540 нм.  
Культивування та ідентифікація метано-
генних бактерій. У складі клітинної стінки архе-
бактерій, до яких належать метанутворювальні, 
відсутній пептидоглікан, що робить їх стійкими 
до дії антибіотиків пеніцилінового ряду [6, 7]. 
Тому для отримання культур виключно мета-
ногенних бактерій ми пересівали первинну на-
копичувальну культуру на середовища з дода-
ванням амоксициліну в концентрації 0,12 г/л у 
флакони об’ємом 100 мл. Перший пересів про-
водили на рідке живильне середовище, а дру-
гий — на щільне. Культури метаногенних бак-
терій інкубували в термостаті за температури 
+33 ± 2 C, постійно контролюючи склад газо-
вої фази. На рідкому середовищі культивуван-
ня проводили протягом 9 діб. Пересів культур 
на тверде середовище проводили за методом 
Хангейта в тонкий шар агару на стінках фла-
кону [7, 8]. Культивування в агаризованому се-
редовищі здійснювали протягом 7 діб. Мікро-
скопування протягом експерименту проводили 
2 рази — на початку росту культури (друга до-
ба) та на стадії інтенсивного виділення газу 
(коли спостерігали утворення бульбашок у      
товщі агару).  
Зразки культури, відібраної в потоці арго-
ну, фіксували, забарвлювали за Грамом, розгля-
дали під імерсією, використовуючи світловий 
мікроскоп МІКРОМЕД 2. Ідентифікацію куль-
тур метаногенних бактерій проводили за ви-
значником Бержі [9]. 
Результати і їх обговорення  
У складі метаболітів накопичувальних куль-
тур були виявлені водень, вуглекислий газ, азот 
і метан (таблиця). Зростання продукції мета- 
ну відбувалось рівномірно протягом усього             
експерименту, а з 12-ї доби культивування у 
флаконах було накопичено 10—15 об. % мета-
ну. Метанопродукція накопичувальних культур 
анаеробних бактерій, виділених із відходів сви-
ноферми та курячого посліду, була приблизно 
однаковою. Найвищі показники продукції ме-
тану та водню мали накопичувальні культури, 
виділені з ферментованих відходів, взятих з ме-
тантенку. Таким чином, у біореакторі за раху-
нок зброджування багатокомпонентного суб-
страту (гноївки свиноферми з додаванням де-
ревної тирси, соломи та яблучного жому) було 
сформоване стійке анаеробне бактеріальне 
угруповання.  
Про ріст накопичувальних культур у фла-
конах свідчило зростання емісії газів і резуль-
тати вимірів оптичної густини бактеріальної 
суспензії (рис. 1).  
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Культивування тривало 18 діб, при цьому 
було зареєстровано дві фази росту культур: лаг-
фазу і фазу логарифмічного росту. Накопи-
чувальна культура бактеріальних угруповань, 
одержана з ферментованих відходів біогазової 
установки, мала скорочену лаг-фазу (5 діб), на-
томість лаг-фаза для двох інших бактеріальних 
асоціацій тривала вдвічі довше.  
Протягом культивування аналізували склад 
газових метаболітів, зокрема були порівняні по-
казники виділення метану бактеріальними куль-
турами, одержаними з різних відходів (рис. 2). 
Результати наших досліджень показали, 
що валова продукція метану первинних нако-
пичувальних культур була дещо вищою, ніж у 
культур метаногенних бактерій, відділених від 
супутньої мікрофлори. Аналогічні дані були 
Таблиця. Склад газоподібних метаболітів накопичувальних культур мезофільних анаеробних угруповань 
Джерело накопичувальної культури 
Гноївка Курячий послід Ферментовані відходи Доба 
Н2,% СН4,% N2,% CO2,% Н2,% СН4,% N2,% CO2,% Н2,% СН4,% N2,% CO2,%
3 
0,4 ± 
± 0,07 
2 ±    
± 0,13 
— 
2 ±    
± 0,12 
— 
1 ±    
± 0,12
— 
2,3 ± 
± 0,1 
2,42 ± 
± 0,13 
6 ±    
± 0,12 
— 
3,6 ± 
± 0,16
6 
1,52 ± 
± 0,08 
5 ±    
± 0,19 
— 
1,74 ± 
± 0,14 
0,21 ± 
± 0,08
2 ±    
± 0,16
0,1 ± 
± 0,03
4,5 ± 
± 0,12
2,5 ± 
± 0,11 
9 ±    
± 0,14 
0,28 ± 
± 0,04
5,3 ± 
± 0,13
9 
2,5 ± 
± 0,12 
9 ±    
± 0,11 
0,38 ± 
± 0,07 
4,4 ± 
± 0,18 
0,36 ± 
± 0,06
8 ±    
± 0,19
0,11 ± 
± 0,02
4,3 ± 
± 0,11
5,1 ± 
± 0,18 
12 ±   
± 0,18 
0,39 ± 
± 0,07
12,8 ± 
± 0,19
12 
2,42 ± 
± 0,1 
13 ± 
0,18 
0,6 ± 
± 0,05 
7,05 ± 
± 0,15 
0,5 ± 
± 0,07
10 ±   
± 0,18
0,5 ± 
± 0,04
11,9 ± 
± 0,14
7, 9 ± 
± 0,11 
15 ±   
± 0,16 
0,5 ± 
± 0,05
14,6 ± 
± 0,2 
15 
1,6 ± 
± 0,1 
17 ± 
0,13 
0,5 ± 
± 0,05 
7,9 ± 
± 0,1 
0,4 ± 
± 0,05
14 ±  
± 0,16
0,5 ± 
± 0,03
12,6 ± 
± 0,15
5,6 ± 
± 0,2 
20 ±   
± 0,2 
0,6 ± 
± 0,06
16,2 ± 
± 0,18
18 
1,61 ± 
± 0,11 
24 ± 
0,11 
0,6 ± 
± 0,07 
8 ±    
± 0,11 
0,7 ± 
± 0,06
25 ±  
± 0,19
0,64 ± 
± 0,03
13 ±   
± 0,14
5,7 ± 
± 0,19 
28 ±   
± 0,18 
0,6 ± 
± 0,05
17,1 ± 
± 0,16
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1. Зміна оптичної гус-
тини суспензій пер-
винних накопичу-
вальних культур 
протягом 18 діб ку-
льтивування:   
        — гноївка;     — 
курячий послід;  
— ферментовані від-
ходи       
Рис. 2. Емісія метану куль-
турами метаноген-
них бактерій, виді-
леними з відходів:  
— гноївка;        — 
курячий послід;  
— ферментовані від-
ходи 
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одержані іншими дослідниками [10]. Пояснен-
ня полягає в тому, що конверсія органічних 
речовин до метану може здійснюватись ефек-
тивно тільки складним бактеріальним угрупо-
ванням, в якому продукти метаболізму гідролі-
тичних бактерій будуть максимально спожива-
тись кислототвірними, ацетогенними та мета-
ногенними бактеріями.  
Ідентифікація метаногенних бактерій від-
повідно до визначальних таблиць довідника 
Бержі [9] базується на врахуванні умов куль-
тивування та морфологічних ознаках бактерій, 
оскільки для цієї групи відсутні селективні се-
редовища [2, 6, 9]. Культивування проводили  
в облігатно-анаеробних умовах, за температури 
30—35 С, рН 7,0—8,0 і додавання ацетату нат-
рію як джерела карбону і дріжджового екстрак-
ту як ростового фактору. Таким чином, всі ви-
ділені культури належать до порядку Methano-
sarcinales. 
За морфологією клітин у полі зору мікро-
скопа було проведено ідентифікацію бактерій 
до роду. Грамнегативні коки, зібрані в непра-
вильної форми кластери (поділ клітин відбува-
ється в різних площинах), належать до роду 
Methanosarcina (рис. 3). Представники цього роду 
ендоспор не утворюють, нерухомі, швидко на-
рощують біомасу за 0,5 М NaCl, можуть фіксу-
вати N2, забарвлення за Грамом варіюється, роз-міри клітинних агрегатів становлять від 5 до 
100 мкм [9]. 
Нерухомі грамнегативні палички (рис. 4) 
відносимо до роду Methanosaeta, бактерії як 
джерело енергії та карбону використовують ви-
ключно ацетати, в процесі метаболізму розкла-
даючи їх до СН4 і СО2.  
Палички вкриті чохлом, розміри клітин 
0,8—1,3  2—8 мкм, виживають за температури 
10—45 C, з оптимумом 35—20 C, рН 5,5—8,4, з 
оптимумом 6,5—7,5 [9]. 
Висновки 
Було проведено лабораторне культивуван-
ня, ідентифікацію метаногенних бактерій і оці-
нено продуктивність за метаном анаеробних 
бактеріальних асоціацій, виділених із різних від-
ходів тваринництва. Аналіз продуктивності бак-
теріальних асоціацій, виділених із гноївки, 
пташиного посліду і ферментованих у метантен-
ку відходів, довів можливість використання 
всіх дослідних зразків у створенні бактеріаль-
них препаратів на їх основі. Застосування бак-
теріальних препаратів у промислових умовах 
дасть змогу утилізувати більшу кількість відхо-
дів і розширити їх спектр за рахунок відходів 
підприємств харчової промисловості тощо.  
Наші дослідження показали, що найбільш 
перспективною сировиною є накопичувальні 
культури ферментованих відходів багатокомпо-
нентного субстрату (гноївки свиноферми з до-
даванням деревної тирси, соломи та яблучного 
жому), оскільки вони мають скорочену лаг-
фазу та підвищені показники метанопродукції. 
Проведена ідентифікація бактерій є важливою 
для одержання в майбутньому чистих культур, 
що є необхідною умовою для формування му-
зею промислових культур мікроорганізмів та 
розробки нових біопрепаратів на основі штуч-
них композицій.  
Нами заплановані подальші дослідження в 
напрямі створення біопрепарату на основі штуч-
них угруповань найбільш продуктивних штамів 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
а б 
Рис. 3. Клітини метанутворювальних бактерій роду Methanosarcina: а — мазок на 
склі, б — окремі агрегати клітин — “псевдосарцини” 
Рис. 4. Метанутворювальнi бактерії роду 
Methanosaeta (мазок на склі) 
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гідролітичних і метаногенних бактерій для пере-
робки широкого спектра органічних відходів. 
* * * 
Частину експерименту було виконано на 
базі лабораторії відділу екстремофільних мікро-
організмів Інституту мікробіології та вірусології 
ім. Д.К. Заболотного. Висловлюємо щиру вдяч-
ність завідувачу відділу О.Б. Таширєву та спів-
робітникам лабораторії.  
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Л.А. Хрокало, А.І. Доломан, В.Ю. Черненко  
МЕТАНОПРОДУКЦІЯ МЕЗОФІЛЬНИХ БАКТЕРІАЛЬНИХ УГРУПОВАНЬ, ВИДІЛЕНИХ ІЗ ВІДХОДІВ ТВАРИННИЦЬКИХ 
КОМПЛЕКСІВ 
Проблематика. Розглянуто перспективні субстрати для розробки біологічних препаратів у технологіях одержання біогазу. 
Мета дослідження. Метою роботи є виділення з відходів тваринництва (гноївки свиноферми, курячого посліду, фермен-
тованих відходів) накопичувальних культур мезофільних анаеробних бактеріальних угруповань, оцінка їх продуктивності за ме-
таном, виділення та ідентифікація культур метаногенних бактерій. 
Методика реалізації. Культури бактерій вирощували в анаеробних умовах на рідкому та агаризованому середовищах 
Жиліної з додаванням ацетату натрію за температури +33 ± 2 oC. Склад газоподібних метаболітів аналізували на газовому хро-
матографі ЛХМ-8МД. Зразки культури, відібраної в потоці аргону, фіксували, забарвлювали за Грамом і мікроскопували.  
Результати дослідження. Всі виділені накопичувальні культури достатньо ефективно продукували метан, з 12-ї доби           
культивування у флаконах містилось 10–15 об. % метану. Наприкінці експерименту найвищі показники продукції метану (28 об. %) 
мали накопичувальні культури бактеріальних угруповань, виділені з ферментованих відходів тваринництва. Культури метано-
генних бактерій одержали серією пересівів на рідке та тверде живильні середовища з додаванням амоксициліну. Було ідентифі-
ковано представників родів Methanosarcina та Methanosaeta. 
Висновки. Одержані культури є перспективними для розробки бактеріальних препаратів та їх подальшого використання в 
біогазових технологіях.  
Ключові слова: анаеробні мезофільні бактеріальні угруповання; метанпродукуючі бактерії; Methanosarcina; Methanosaeta. 
Л.А. Хрокало, А.И. Доломан, В.Ю. Черненко  
МЕТАНОПРОДУКЦИЯ МЕЗОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ СООБЩЕСТВ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ОТХОДОВ ЖИВОТНОВОД-
ЧЕСКИХ КОМПЛЕКСОВ 
Проблематика. Рассмотрены перспективные субстраты для разработки биологических препаратов в технологиях полу-
чения биогаза. 
Цель исследования. Целью работы было выделение из отходов животноводства (навоза свинофермы, куриного поме-
та, ферментированных отходов) накопительных культур мезофильных анаэробных бактериальных сообществ, оценка их про-
дуктивности по метану, выделение и идентификация культур метанобразующих бактерий. 
Методика реализации. Культуры бактерий выращивали в анаеробных условиях на жидкой и агаризованной средах Жи-
линой с добавлением ацетата натрия при температуре +33 ± 2 oC. Состав газообразных метаболитов определяли на газовом 
хроматографе ЛХМ-8МД. Образцы культуры, отобранные в потоке аргона, фиксировали, окрашивали по Грамму и микроскопи-
ровали. 
Результаты исследования. Все выделенные накопительные культуры достаточно эффективно продуцировали метан, 
на 12-е сутки культивирования во флаконах содержалось около 10–15 об. % метана. В конце эксперимента самые высокие по-
казатели продукции метана (28 об. %) имели накопительные культуры бактериальных сообществ, выделенные из ферменти-
рованных отходов животноводства. Культуры метаногенных бактерий получили путем серии пересевов на жидкую и твердую 
питательные среды с добавлением амоксициклина. Были идентифицированы представители родов Methanosarcina и Methano-
saeta. 
Выводы. Полученные культуры являются перспективными для разработки бактериальных препаратов и их последующе-
го использования в биогазовых технологиях. 
Ключевые слова: анаэробные мезофильные бактериальные сообщества; метанпродуцирующие бактерии; Methanosar-
cina; Methanosaeta. 
Рекомендована Радою                         
факультету біотехнології і біотехніки 
НТУУ “КПІ” 
Надійшла до редакції 
28 вересня 2015 року 
 
